























































ABC   ATP-binding cassette 
BSA   bovine serum albumin 
CNT   concentrative nucleoside transporter 
CDA   cytidine deaminase 
CTPS   cytidine triphosphate synthetase 
dCMPDA  deoxycytidylate deaminase 
dCK   deoxycytidine kinase 
DFS   disease free survival 
DTT   dithiothreitol 
ENT   equilibrative nucleoside transporter 
FLIPT   fly-like putative transporter 
GEM   gemcitabine, 2’-deoxy-2’,2’-difluoro-cytidine 
GLUT   glucose transporter 
LRP   low-density lipoprotein receptor related protein 
MRP   multidrug resistance related protein 
MRM   multiple reaction monitoring 
NBMPR   S-(4-Nitrobenzyl)-6-thioinosine 
5-NT   5’-nucleotidase 
SLC   solute carrier family 
TfR   transferring receptor 
RRM   ribonucleotide reductase 











第 1 章では、LC-MS/MS によるタンパク質同時絶対定量法を用い、GEM 感受性の
異なる 7 種類のヒト膵癌細胞株及び 10 患者の膵癌組織における膜タンパク質、GEM
関連代謝酵素計 100 種類のタンパク質発現プロファイルを明らかにした。ヒト膵癌細
胞株において 7 種類(ENT1, CNT1, CNT2, MRP9, FLIPT1, TfR1, MRP8)の膜タンパク質
の発現量が IC50 値と相関した(p<0.05)。ENT1 は核酸トランスポーターであり、GEM
取り込みの主要なトランスポーターであると考えられてきた。しかしながら、膵癌細
胞株におけるそのタンパク質発現量は IC50値の高いGEM低感受性な細胞程高発現す
る結果となった。更に ENT1 は全ての膵癌組織において検出され、DFS の短い症例で
高発現する傾向を認めた。ENT1 は GEM 低感受性のマーカータンパク質の候補とな
り得る可能性が考えられた。 





これより、膵癌の GEM 獲得耐性機構として GEM 取り込みの著明な減少が大きく関
与することが示唆された。そこで、膵癌細胞における GEM 取り込みの主要なトラン
スポーターを探索すると、Na+非依存性且つ 1μM NBMPR 感受性であることが分かっ
た。同条件を満たし GEM を基質とすることから、ENT1 が GEM 取り込みの主要なト
ランスポーターであると考えられてきた。しかしながら、1μM NBMPR 存在下では




胞の GEM に対する Michaelis 定数(Km 値)は、ENT1 の GEM に対する Km 値の 1/200
以下と大きく異なっていた。更に ENT1 タンパク質発現量は親株と比較し獲得耐性株
で有意に高発現していた。これらの結果から、Na+非依存性且つ 1μM NBMPR に感受
性を有する ETN1 ではないトランスポーターによる取り込み能の著明な減少が GEM
獲得耐性機構に大きく関与することが示唆された。 
両章を通じ、ENT1 は GEM 感受性の低い膵癌細胞及び組織で高発現する傾向を認
め、ENT1 は GEM の細胞毒性に対し影響が小さいことが示された。ENT1 ではないト
ランスポーターが膵癌細胞における GEM 取り込みに関与しており、そのトランスポ




























多くの研究がなされてきた。Figure 1 に示すように、GEM は ENT1, ENT2, CNT1, CNT3
の様な核酸トランスポーターにより細胞内へ取り込まれるとされている(6-10)。ENT1
低発現膵癌細胞は GEM に対し耐性を示し(6-10)、ENT1 が高発現している転移性膵癌
患者は低発現な患者に比べ、GEM 治療による生存期間が有意に長いことが報告され
ている(11-13)。細胞内へとり込まれた GEM は dCK, UMP-CMP kinase らによりリン酸
化を受け、3 リン酸化体が DNA へ取り込まれ細胞をアポトーシスへと誘導すること
で抗腫瘍効果を発揮する(14)。中でも dCK は核酸アナログ系抗癌剤の律速酵素である
とされ、dCK 活性の増加に伴い GEM の効果が増すとの報告も存在する(15, 16)。DNA
合成の de novo 経路において、GEM の 2 リン酸化体が RRM1, RRM2 の活性を抑制す
ることで DNA 合成を抑制し、細胞増殖抑制効果も発揮する(17, 18)。対照的に、GEM
不活性化酵素である 5-NT や CDA の増加は GEM 耐性に関与するとされている(19, 20)。
しかし、これらの分子と膵癌患者における GEM の治療効果との関連は未だ明らかに
されていない。 
 これまで膵癌における GEM 感受性規定因子の同定は、microarray 法による発現量









































ゲムシタビン塩酸塩(GEM)は SynChem OHG (Felsberg, Germany)から購入した。
LC-MS/MS によるタンパク質絶対定量に用いた標準ペプチド及び安定同位体標識し
た内部標準ペプチドは Thermo-electron Corporation (Sedanstrabe, Germany)から購入し
た (Table 1)。LC-MS/MS の移動相には LS-MS グレードの acetonitrile (和光純薬工業, 
Osaka, Japan)を用いた。タンパク質試料のトリプシン消化処理には Sequencing Grade 




PK-1, PK-9, PK-59, AsPc-1, CFPac-1, Panc-1, SUIT-2 を用いた。PK-1, PK-9, PK-59 は膵
癌患者組織より当研究室にて樹立した(25)。AsPc-1, CFPac-1, Panc-1, SUIT-2 は
American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA)より購入した。PK-1, PK-9, 
PK-59, AsPc-1, CFPac-1, Panc-1, SUIT-2 の培地には 10% fetal bovine serum (Trace 
Scientific, Melbourne, Australia)を含む RPMI 1640 培地 (Invitrogen, Washington DC, 




培養 2 継代目の細胞を回収し、96 well plate の 1 well あたり 5000 cells/ 100 µl ずつ播
種した。24 時間前培養後培地を吸引除去し、10 種類の異なる濃度の GEM を、各濃度
8 well ずつ 100 µl 添加し、5% CO2/air 下、37 ºC で 72 時間培養した。Cell-counting kit-8 
(Dojindo, Kumamoto, Japan)を 1 well あたり 10 µl ずつ添加し、攪拌した後、5% CO2/air
下、37 ºC で 4 時間静置した。各 well の 450 nm における吸光度はマイクロプレートリ
ーダー(Model 680, Bio-rad)を用いて測定した。細胞数は培地処理群から各 GEM 処理
群の吸光度の差から細胞数から算出した。培地処理群を 100%としたときの GEM 濃
度における細胞生存率を算出し、50%生存となる濃度をGEMに対する IC50値とした。
各 IC50 値は独立 3 回計測の平均値より算出した。 
 
患者背景 
2004 年 3 月から 2006 年 1 月に、東北大学肝胆膵外科で膵切除術を施行され、術後
の病理学的検索にて浸潤性膵管癌であり癌遺残のない切除 (R0) と診断された症例
のうち、術後補助化学療法として GEM を投与した膵癌患者 10 例を対象とした (Table 
2)。いずれの患者も術前の化学療法及び放射線療法は施行していない。手術時の年齢
中央値は 61 歳 (48 - 69), 男女比 6 : 4, 病期分類は UICC tumor-node metastases 
classification に従った (1B: 1 例, 2A: 1 例, 2B: 6 例, 4: 2 例)。無再発生存期間 (DFS) 中
央値は 7.5 カ月 (1 - 58) であり、3 例は無再発生存中である。術後補助化学療法は、
GEM を 1000 mg/m2/week, 3 週投与 1 週休薬を 1 サイクルとし、再発所見が認められる
まで可能な限り投与を継続した。GEM 投与回数の平均は 32.9 (7 – 76) 回であった。 








膵癌細胞の培養懸濁液から遠心操作 (270g, 5 分間, 4 ºC) によって細胞を回収し、
PBS で再懸濁及び遠心 (270g, 5 分間, 4 ºC) を行って細胞を洗浄した。回収した細胞に
protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich) を含む suspension buffer (250 mM sucrose, 10 
mM Tris-HCl, pH 7.4) 8ml に懸濁し、nitrogen cavitation 法 (450 p.s.i., 15 分間, 4 ºC) を用
いて細胞をホモジネートした。これらのホモジネートされた溶液を遠心分離し 
(10,000g, 10 分間, 4 ºC)、得られた沈殿物を核画分として取り除いた。回収した上清を
再び遠心分離 (100,000g, 60 分間, 4 ºC) を行い、上清は細胞質画分として-80 ºC に保存
した。 得られた沈殿物を粗雑膜画分として suspension buffer に懸濁後、38 % sucrose
上に重層し遠心分離し(100,000g, 60 分間, 4 ºC)、中間層を注射針を用いて回収した。




膵癌組織片の重量を測定し、ハサミで小片化した。組織重量の 40 倍の hypotonic 
buffer (10 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 10 mM Tris-HCl, pH 7.4)及びその 1/100量の protease 
inhibitor cocktail と PMSF (125 mM PMSF in isopropanol)を添加し、テフロン製ホモジナ
イザーを用いて冷却下で 10 回ストロークした (1000 rpm)。氷冷下に 30 分間静置後、
再度 20 回ストロークし (1000 rpm)、遠心分離し (8,000g, 10 分間, 4 ºC)、得られた沈
殿物を核画分として取り除いた。回収した上清を遠心分離 (100,000g, 60 分間, 4 ºC) 
し、回収された上清は細胞質画分、沈殿物は粗雑膜画分として-80 ºC に保存した(26)。 
 
還元アルキル化及び trypsin 消化 
細胞膜画分及び粗雑膜画分は suspension buffer に懸濁し、BSA を標準溶液として DC 
protein assay kit (Bio-Rad, California, USA)を用いてタンパク質定量を行った。
suspension buffer懸濁液と等容積以上の alkylation buffer (7 M guanidine hydrochloride, 10 
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mM EDTA-Na, 0.5 M Tris-HCl, pH 8.5)を加え、最終容量を 220 µl とした。これにタン
パク質量と等量の DTT (Wako pure chemical, Japan)を添加し、1 時間攪拌した。その後
更にタンパク質量の 2.5 倍量の iodoacetamide を添加し、遮光下で 1 時間攪拌した。こ
れに methanol 600 µl, chloroform 150 µl, Milli-Q 水 400 µl を順に加え、遠心分離 
(15,000g, 5 分間, 4 ºC) した。上清を除いた後に methanol 600 µl をさらに加え再度遠心
分離 (15,000g, 5 分間, 4 ºC) した。上清を除き、沈殿をタンパク質試料として回収し
た(methanol-chloroform 沈殿)。 
 細胞質画分は、細胞質画分 1.1 ml に対し torichloroacetic acid (100 % w/v)を 120 µl
加え、氷中で 30 分間冷却した。これを遠心分離 (15,000g, 20 分間, 4 ºC) して得られ
た沈殿物に対して acetone 400 µl を添加し、超音波洗浄機を用いてタンパク質を分散
させた。氷中で 1 時間インキュベーション後に遠心分離 (15,000g, 20 分間, 4 ºC) して
上清を取り除いた。沈殿物に acetone 400 µl を添加し、同様の操作を行い、濃縮遠心
分離 (15,000g, 20 分間, 4 ºC) した（TCA 沈殿）。得られた沈殿物を alkylation buffer に
溶解させた。これを 220 µl ずつ分注し、細胞膜画分や粗雑膜画分の場合と同様に DTT
及び iodoacetamide 処理を行い、methanol-chloroform 沈殿によりタンパク質試料を回収
した。このうち 1 サンプルは suspension buffer に懸濁し、DC protein assay kit を用いて
タンパク質定量を行った。 
 Methanol-chloroform 沈殿によって得られたタンパク質試料を 6 M urea (0.1 M 
Tris-HCl, pH 8.5) 10 µl に溶解し、0.1 M Tris-HCl 40 µl を添加後、超音波洗浄機を用い
てタンパク質を分散させた。ここに含まれる 1/100 量の TPCK-treated trypsin (Promega, 
Madison, USA)を添加し、37 ºC で 16 時間処理した(26)。 
 
LC-MS/MS によるタンパク質同時絶対定量解析 
トリプシン消化したペプチド試料は、最終濃度 1 %となるよう 0.1% formic acid を添
加し、遠心 (15,000g, 5 分間, 4 ºC) 後の上清を LC-MS/MS にアプライした。蛋白質同
時絶対定量解析においては標準ペプチド 5, 10, 50, 100, 500, 1000 fmol 及び blank に対
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して内部標準ペプチド 500 fmol を添加して測定し、そのピークエリア面積比から検
量線を作成した。測定サンプルにおいて、4 MRM channel の chromatogram から目的と
するペプチドのピークを同定し、各 MRM channel でピークエリア面積比を求め、検
量線から絶対定量値を算出した。4 channel から求めた絶対定量値の平均を n = 1 にあ
たる定量値とし、これに対し3 - 4回の繰り返し測定における標準偏差を算出した(26)。 
 
LC-MS/MS 条件 
LC-MS/MS: API5000 coupled Agilent 1200 HPLC system (Agilent Technologies) 
Ionization: ESI positive ionization mode 
Curtain gas (CUR): 20si 
Collision gas (CAD): 6.0psi 
Ion spray voltage (IS): 5500V (posi) 
Temperature: 0 ºC 
Ion source gas 1 (GS1): 30.0 psi 
Ion source gas 2 (GS2): 0.0 psi 
Dwell time: 10-20 msec 
Entrance potential (EP): 10 V 
HPLC column : ZORBAX 300SB-C18 0.5 mm ID×150 mm, 5.0 µm (Agilent Technologies) 
Gradient : 1%B (0-5 min), 1-50%B (5-55 min), 50-100％B (55-56 min), 100％B (56-58 min), 
100-1％B (58-60 min), 1%B (60-120 min)  
Mobile phase A: 0.1% formic acid in Milli-Q 水, Mobile phase B: 0.1% formic acid in  
acetonitrile 
Flow rate: 50 µL / min 
Injection volume: 40 µL / assay 
MRM channels (DP, CE を含む) : shown in Table 6-1 and 6-2 
Data analysis : Analyst software 1.4.2 (Applied Biosystems) を用いて解析し、各ペプチド 
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について 4 チャネルの平均値を算出した 
 
データ解析 
 全ての定量値は平均値 ± 標準偏差(standard error of the mean: S.E.M.)で表記した。2
群間の比較にはStudentの t検定を用い有意差を検討した。トランスポーター及びGEM
関連代謝酵素のタンパク質発現量と IC50 値の相関関係は、Spearman の順位相関係数






PK-1, PK-9, PK-59, AsPc-1, CFPac-1, Panc-1, SUIT-2 各細胞の GEM に対する IC50 値
を Table 3 に示す。GEM に対し最も感受性を示した細胞は PK-9 であり、IC50 値は 11.6 
nM であった。一方、最も感受性が低かった細胞は PK-59 であり、IC50 値は 1.34 × 106 
nM であった。PK-59 の IC50 値は PK-9 に比べ 1.15 × 105 倍高値であった。 
 
ヒト膵癌細胞株におけるタンパク質発現プロファイル解析 
LC-MS/MS タンパク質同時絶対定量法にて膵癌細胞株における膜タンパク 85 種類
及び GEM 関連代謝酵素 15 種類、計 100 種類のタンパク質発現量を解析した (Table 1)。
測定した 7 細胞中 5 細胞以上で検出可能であった分子のタンパク質発現プロファイル
を Table 4 に示す。15 種類の ABC トランスポーター、18 種類の SLC トランスポータ
ー、8 種類のトランスポーター以外の膜タンパク質及び 11 種類の GEM 関連代謝酵素、
計 52 種類のタンパク質が検出された。タンパク質発現量と IC50 値の相関関係を検討
すると、ENT1 (R2 = 0.99, p < 0.0001), CNT1 (R2 = 0.65, p = 0.043), CNT2 (R2 = 0.58, p = 
0.039), MRP9 (R
2
 = 0.96, p = 0.008), FLIPT1 (R
2
 = 0.82, p = 0.007), TfR1 (R
2
 = 0.82, p = 
0.003)に正の相関が見られた(Figure 2A - F)。また、MRP8 (R2 = 0.74, p = 0.013)では負




LC-MS/MS タンパク質同時絶対定量法を用い DFS が 7.5 ヶ月未満を A 群、DFS が
7.5 ヶ月以上を B 群として、ヒト膵癌組織における膜タンパク質 85 種類 (Table 1)の
発現量を測定した (本学薬学部 大峰健氏のデータより引用)。10 検体中 9 検体以上





 ATPase は 10 検体全てのヒト膵癌組織において検出された。
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ABCA2, GLUT1, LRP1 は B1 以外の 9 検体において発現が観察された。細胞株におい
て IC50 値と相関関係が認められた分子の中で、ENT1 のみが全てのヒト膵癌組織にお
いて発現が検出された。Figure 3A に示すように、ENT1 発現量の平均値は A 群で 1.03 
fmol/µg protein、B 群で 0.60 fmol/µg protein であり、B 群と比較し A 群で高値であっ
たが 2 群間に有意差はなかった(p = 0.145)。MRP1 (A 群平均: 1.03 fmol/µg protein, B 群
平均: 0.60 fmol/µg protein, p = 0.117), MRP4 (A 群平均: 0.12 fmol/µg protein, B 群平均: 




 ATPase (A 群平均: 11.0 fmol/µg protein, B 群平均: 
7.57 fmol/µg protein, p = 0.150), ABCA2 (A 群平均: 2.12 fmol/µg protein, B 群平均: 1.25 
fmol/µg protein, p = 0.063), GLUT1 (A 群平均: 22.7 fmol/µg protein, B 群平均: 8.79 
fmol/µg protein, p = 0.238)及び LRP1 (A 群平均: 2.40 fmol/µg protein, B 群平均: 1.21 
fmol/µg protein, p = 0.150)の発現量は、全ての分子において B 群と比較し A 群で高値
となる傾向を認めたが 2 群間に有意差はなかった(Figure 3B - G)。 
 
ヒト膵癌組織における GEM 関連代謝酵素発現プロファイルの解明 
LC-MS/MS タンパク質同時絶対定量法にてヒト膵癌組織における GEM 関連代謝酵
素 15 種類の発現プロファイルを明らかにした(本学薬学部 大峰健氏のデータより
引用)。10 検体中 9 検体以上で検出可能であった分子のタンパク質発現プロファイル
を Table 5 に示す。dCK, UMP-CMP kinase, 5–NTШ, Purine-5-NT, CTPS1, CTPS2 は全て
の検体において発現が認められた。 dCMPDA は B2 を除く 9 検体で発現が認められ
た。GEM のリン酸化酵素である dCK (A 群平均: 0.35 fmol/µg protein, B 群平均: 0.54 
fmol/µg protein, p = 0.150)及び UMP-CMP kinase (A 群平均: 8.25 fmol/µg protein, B 群平
均: 13.7 fmol/µg protein, p = 0.242)は、A 群と比較し DFS の長い B 群で高値となる傾向
を認めたが、両群間に有意差は認めなかった(Figure 4A, 4B)。GEM の脱リン酸化酵素
である Purine-5-NT (A 群平均: 1.07 fmol/µg protein, B 群平均:1.42 fmol/µg protein, p = 
0.362)も A 群と比較し B 群で高発現する傾向を認めたが、5–NTШ (A 群平均: 0.78 




なかった(Figure 4C, 4D)。CTPS1 (A 群平均: 0.63 fmol/µg protein, B 群平均: 0.91 fmol/µg 
protein, p = 0.270), CTPS2 (A 群平均: 0.33 fmol/µg protein, B 群平均: 0.54 fmol/µg protein, 
p = 0.228)及び dCMPDA (A群平均: 1.40 fmol/µg protein, B群平均: 2.69 fmol/µg protein, p 
= 0.197)は、A 群と比較し B 群で高発現する傾向を認めたが、両群間に有意差は認め








ヒト膵癌組織において 3 つのトランスポーター (ENT1, MRP1, MRP4) 及び 6 つの






に対し低感受性を示した (Figure 2A, 2B)。ヒト膵癌組織において ENT1 は全てのヒト
膵癌組織で検出されたが、その発現量は DFS が短い A 群で高値となる傾向を示し、
一方、CNT1 は全ての検体において検出感度以下であった。ENT1 は GEM に低感受性
な膵癌細胞株ほど高発現し DFS の短い検体において高発現する傾向を認めたことか
ら、GEM の低感受性のマーカータンパク質の候補と成り得る可能性が考えられた。
これまでに ENT1, CNT1 mRNA 高発現細胞では GEM 高感受性を示すことが複数報告
されている(6-10)。しかしながら、膵癌細胞においてこれらのトランスポーターが
GEM を細胞内に取り込むことを直接証明した報告は未だなく、ENT1 及び CNT1 と
GEM の関与も不明な点が多い。本研究においても、膵癌細胞が GEM 低感受性を示す
ほど ENT1 及び CNT1 が高発現する機序は不明であり、今後更なる検討が必要である。 
GEM または GEM 代謝物の細胞外輸送に関与することが推測されている MRP 
family のうち、MRP1 及び MRP4 が今回測定した全てのヒト膵癌組織から検出された 
(Table 5)。これまで MRP4, 5, 7 を過剰発現させた HEK293 細胞は親細胞に比べて GEM




れるが、MRP が GEM 自身を基質として直接輸送するという報告はない。MRP はリ
ン酸化された分子に対し基質親和性が増すことが報告されており(27)、膵癌細胞にお
いても GEM 自身を排出するのではなく、リン酸化を受けた GEM が細胞外へ排出さ
れている可能性がある。従って、MRP による GEM の細胞外への排出は、その細胞内
での代謝、特にリン酸化に大きく影響を受けると考えられ、膵癌の GEM 感受性への
関与を検討する際には MRP 単分子ではなく代謝酵素の発現を併せて検討する必要が
あることが示唆された。MRP1 及び MRP4 が膵癌細胞における GEM 感受性に関わっ
ている可能性が考えられる。 
細胞質内における GEM リン酸化酵素である dCK, UMP-CMP kinase は、今回測定し
た全てのヒト膵癌組織から検出された (Table 5)。dCK,及び UMP-CMP kinase のタンパ
ク質発現量は DFS が長い B 群で高値となる傾向が観察された。dCK, UMP-CMP kinase
は GEM をリン酸化することで活性化させる酵素であるため、これらの発現量が高け
れば GEM に対する感受性が高くなると考えられる。DFS の長い B 群においてこれら
GEM 活性化酵素（dCK, UMP-CMP kinase）が高値となる傾向が見られたことは、術後
に投与された GEM に対し、不顕性の微小病変が感受性を示し、B 群の DFS が延長し
たと考えられる。症例数が充分でなかったため、統計学的有意差を見出すにはいたら
なかったが、前向きに症例数を増やして検討を行うことで、GEM 活性化酵素（dCK, 
























 本章では LC-MS/MS によるタンパク質同時絶対定量法を用い、膵癌細胞における膜
タンパク質及び GEM 関連代謝酵素のタンパク質発現量プロファイルを明らかにした。
膵癌細胞株では、7 種類の膜タンパク質の発現量が GEM 感受性と相関した。また膵












第2章 膵癌細胞における GEM 獲得耐性機構の解明 
 
【研究目的】 
 本章では、膵癌細胞株及び GEM 獲得耐性細胞株における GEM 輸送解析を行うこ






H]Gemcitabine 及び [5,6-3H]Uridine は Moravek Biochemicals (Brea, CA, USA)か
ら購入した。NBMPR は和光純薬 (Wako pure medical, Osaka, Japan)から購入した。
ENT1-siRNA-1 及び-2 は Applied Biosystems (Tokyo, Japan)から購入した。 
 
GEM 獲得耐性細胞株の樹立 
 膵癌細胞株 PK-9 を IC50 値相当 (10 nM)の GEM を添加した RPMI 1640 培地にて 3
から 6 ヶ月継代することで GEM 獲得耐性株である PK-9R を樹立した。PK-9 及び
PK-9R は 10% fetal bovine serum (Trace Scientific, Melbourne, Australia)を含む RPMI 1640
培地 (Invitrogen, Washington DC, USA)を用いて 5% CO2/air 下、37 ºC で培養した。
MiaPaCa-2 及び GEM 獲得耐性細胞株である MiaPaCa-2R は大鵬薬品工業 (Taiho 
Pharmaceutical, Tokyo, Japan) から恵与して頂いた(29)。MiaPaCa-2及びMiaPaCa-2Rは、
10% fetal bovine serum 及び 5 % horse serum (Trace Scientific, Melbourne, Australia)を含
む Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)培地 (Nichirei Pharmaceutical, Tokyo, 
Japan)を用いて 5% CO2/air 下、37 ºC で培養した(29)。 
 
膵癌細胞株及び GEM 獲得耐性株の定常状態における[5-3H]Gemcitabine 蓄積量の検討 
立ち上げ後 2 継代目の細胞を 24 well plate に 1 × 105 cells/ml/well 播種した。24 時間
インキュベーション後、medium を吸引除去し、[5-3H]Gemcitabine (0.0025, 0.025, 0.25 
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µM)を含む medium 1ml を加え、5% CO2/air 下、37 ºC で 72 時間インキュベートした。
72 時間後、インキュベート溶液 2 µl を回収し、吸引後、氷冷 ECF buffer (122 mM NaCl, 
25 mM NaHCO3, 10 mM D-glucose, 3 mM KCl, 1.4 mM CaCl2, 1.2 mM MgSO4-7H2O, 0.4 
mM K2HPO4, 10 mM HEPES, pH 7.4) で 3 回洗浄し反応を停止させた。細胞内取り込み
実験終了後、5 M NaOH 200 µl を加え 24 時間静置し細胞を可溶化した等量の 5 M HCl
を加え中和した後、サンプル 200 µl をシンチレーションバイアルに回収し、液体シン
チレーション用カクテル Hionic flour (Packard, Meriden, CT, USA) 4ml を加え、液体シ
ンチレーションカウンター (LS-6500, Beckman, FuLlerton, CA, USA) で放射活性を測
定した。また、タンパク質量は DC protein assay kit を用いてマイクロプレートリーダ
ー (Model 450, Bio-rad) で 655 nm の吸光度を測定することにより定量した。得られた




立ち上げ後 2 継代目の細胞を 24 well plate に 1 × 105 cells/ml/well 播種した。24 時間
前培養後、37 ºC ホットプレート上で ECF buffer 1ml で 3 回洗浄し、ECF buffer 200 µl
を加え 10 分間インキュベーションした。ECF buffer を吸引除去後、[5-3H]Gemcitabine 
(0.25 µM) 及び [5,6-3H]Uridine (0.25 µM)を 200 µl 添加し、37 ºC で一定時間 (1, 3, 5, 
10, 30, 60 分間) インキュベートした。一定時間後、インキュベーション溶液 2 µl を
回収し、吸引後、氷冷 ECF buffer で 3 回洗浄し反応を停止させた。細胞内取り込み実
験終了後、5 M NaOH 200 µl を加え 24 時間静置し細胞を可溶化した等量の 5 M HCl
を加え中和し、サンプル 200 µl をシンチレーションバイアルに採取した後、液体シ
ンチレーション用カクテル Hionic flour 4 ml を加え、液体シンチレーションカウンタ
ーで放射活性を測定した。また、タンパク質量は DC protein assay kit を用いてマイク
ロプレートリーダーで 655 nm の吸光度を測定することにより定量した。得られた放




C/M ratio (µl/mg protein) = [3H]radioactivity in the cells (dpm/mg protein) 
                                      /[3H]radioactivity in the medium (dpm/µl) 
 
膵癌細胞株における GEM 取り込み阻害実験 
核酸トランスポーター等の阻害剤として 1 µM NBMPR を用いた。また、Na+を駆動
力とする CNT を阻害するために Na+ free ECF buffer (122 mM choline chloride, 25 mM 
choline bicarbonate, 10 mM D-glucose, 3 mM KCl, 1.4 mM CaCl2, 1.2 mM MgSO4-7H2O, 
0.4 mM K2HPO4, 10 mM HEPES, pH 7.4)を用いた。 
立ち上げ後 2 継代目の細胞を 24 well plate に 1 × 105 cells/ml/well 播種した。24 時間
前培養後、37 ºC ホットプレート上で ECF buffer 又は Na+ free ECF buffer 1ml で 3 回洗
浄し、ECF buffer 又は Na+ free ECF buffer 200 µl を加え 10 分間インキュベーションし
た。ECF buffer 又は Na+ free ECF buffer を吸引除去後、[5-3H]Gemcitabine (0.25 µM)を 
200 µl 添加し、37 ºC で 3 分間インキュベートした。3 分後、インキュベーション溶
液 2 µl を回収し、吸引後、氷冷 ECF buffer 又は Na+ free ECF buffer で 3 回洗浄し反応
を停止させた。細胞内取り込み実験終了後、5 M NaOH 200 µl を加え 24 時間静置し細
胞を可溶化した等量の 5 M HCl を加え中和し、サンプル 200 µl をシンチレーション
バイアルに採取した後、液体シンチレーション用カクテル Hionic flour 4 ml を加え、
液体シンチレーションカウンターで放射活性を測定した。また、タンパク質量は DC 
protein assay kit を用いてマイクロプレートリーダーで 655 nm の吸光度を測定するこ
とにより定量した。得られた放射活性及びタンパク質量から、細胞内取り込み量を
Cell-Medium ratio (C/M ratio)の式用いて算出した。 
 
膵癌細胞株における GEM 取り込み濃度依存試験 
 立ち上げ後 2 継代目の細胞を 24 well plate に 1 × 105 cells/200 µl/well 播種した。24
時間前培養後、37 ºC ホットプレート上で ECF buffer 1ml で 3 回洗浄し、ECF buffer 200 
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µl を加え 10 分間インキュベーションした。ECF bufferを吸引除去後、[5-3H]Gemcitabine 
(0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50, 100, 250, 500, 1000, 5000 µM)を含む ECF buffer を 200 µl 添加し、
37 ºC で 3 分間 インキュベートした。3 分後、インキュベーション溶液 2 µl を回収
し、ECF buffer を吸引後、氷冷 ECF buffer で 3 回洗浄し反応を停止させた。細胞内取
り込み実験終了後、5 M NaOH 200 µl を加え 24 時間静置し細胞を可溶化した等量の 5 
M HCl を加え中和した後、サンプル 200 µl をシンチレーションバイアルに採取した
後、液体シンチレーション用カクテル Hionic flour 4 ml を加え、液体シンチレーショ
ンカウンターで放射活性を測定した。また、タンパク質量は DC protein assay kit を用
いてマイクロプレートリーダーで 655 nm の吸光度を測定することにより定量した。






V = Vmax × [S]/(Km + [S]) + Kd × [S] 
V: 3 分における[5-3H]Gemcitabine 初期取り込み速度、Vmax: 最大取り込み速度定数、
Km: Michaelis 定数、[S]: 基質濃度、Kd: 非飽和性速度定数 
 
ENT1-siRNA を導入した膵癌細胞における GEM 取り込みの検討 
 抗生物質を含まない培地を用いて細胞を0.5 × 105 cells/ml/wellで24 well plateに播種
し、24 時間培養した。LipofectamineRNAiMAX (Invitrogen)と OPTI-MEM (Invitrogen)
を 1 : 79 の比率で混和し室温で 5 分間静置した。また、1 pmol/µl ENT1-siRNA 及び
control-siRNA (ctr-siRNA) (Invitrogen) と OPTI-MEM を 1 : 19 の比率で混和し室温で 5
分間静置した。両溶液を混和し、siRNA - lipofectamine complex を作成した。24 well plate
から培地を吸引除去後、160 µl OPTI-MEM 及び 40 µl siRNA - lipofectamine complex を
加え si-RNA 導入を行った。5 時間培養後、20% FBS を含む培地 200 µl、10% FBS を




 細胞を RIPA バッファー (Tris-HCl 10mM (pH 7.5), 1% NP-40, 0.1% sodium 
deoxycholate, 0.1% SDS, MaCl 150mM)にて可溶化した後、遠心分離した上清成分を用
いた。タンパク質濃度を測定後、30 µM のタンパク質 SDS-PAGE にて展開し、PVDF
膜にブロッティングした。ブロッキングには 5% skim milk を使用した。使用した ENT1 
一次抗体は Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)より購入した。二次抗体に
は HRP 標識の抗 goat 抗体(Promega, Madison, WI, USA)を用いた。発光には Super Signal 
West Chemiluminescent Substrate (Pierce, Rockford, IL, USA)を使用し、シグナルを
VersaDoc (BioRad)にて検出した。 
 
GEM 獲得耐性株における ENT1 発現量の検討 
 PK-9, PK-9R, MiaPaCa-2 及び MiaPaCa-2R における ENT1 発現量を LC-MS/MS を用
い定量した。各々の細胞は前記の如く、細胞膜画分を抽出し、還元アルキル化及びト
リプシン消化を行った後、LC-MS/MS にアプライした。標準ペプチド 5, 10, 50, 100, 
500, 1000 fmol 及び blank に対して内部標準ペプチド 500 fmol を添加して測定し、そ
のピークエリア面積比から検量線を作成した。測定サンプルにおいて、4 MRM channel
の chromatogram から目的とするペプチドのピークを同定し、各 MRM channel でピー
クエリア面積比を求め、検量線から絶対定量値を算出した。4 channel から求めた絶対





GEM 獲得耐性細胞株における GEM による細胞増殖阻害効果 
 GEM 暴露下培養によって樹立した PK-9R の GEM に対する IC50 値 (2.79 × 105 nM)
は親株である PK-9 の IC50 値 (11.6 nM)と比べて 24000 倍高値であった。同様に、
MiaPaCa-2R の GEM に対する IC50 値 (5.34 × 104 nM)は親株である MiaPaCa-2 の IC50
値(120 nM)に比べて 450 倍高値であった(Table 6)。 
 
PK-9 及び PK-9R の定常状態における[5-3H]Gemcitabine 蓄積量の解析 
 GEM 処理 72 時間後の PK-9 及び PK-9R 細胞における細胞内 GEM 量を
[5-
3
H]Gemcitabine を用いて解析した(Figure 5)。PK-9 では、0.0025, 0.025, 0.25 µM 暴露
時にその細胞内蓄積量は 1.23, 16.3, 307 pmol/mg protein と[5-3H]Gemcitabine 濃度の増




膵癌細胞株及び GEM 獲得耐性株における[5-3H]Gemcitabine 取り込み解析 
 GEM 獲得耐性膵癌細胞株における GEM 輸送機構を詳細に解析するために、PK-9, 
PK-9R, MiaPaCa-2 及び MiaPaCa-2R における GEM の輸送機能を[5-3H]Gemcitabine を
用いて解析した(Figure 6)。[5-3H]Gemcitabine の PK-9 及び MiaPaCa-2 における取り込
みは時間依存的であり、PK-9 では少なくとも 60 分まで、MiaPaCa-2 では少なくとも
30 分まで直線性を示した。一方、GEM 獲得耐性株である PK-9R における 60 分後及
び MiaPaCa-2R における 30 分後の[5-3H]Gemcitabine 取り込みは 98.7 %及び 96.4 %減
少した。 
 
膵癌細胞株における GEM 取り込み阻害効果の検討 
核酸トランスポーターの一つである CNT は Na+勾配を駆動力とする(31)。生理的条
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件 pH 7.4 における膵癌細胞への[5-3H]Gemcitabine 輸送の駆動力を解析するために、
[5-
3
H]Gemcitabine 取り込みに対する細胞外 Na+の影響を解析したところ、細胞外 Na+
非存在下における[5-3H]Gemcitabine 取り込みは細胞外 Na+存在下におけるそれと比べ
て統計学的に有意な低下を示さなかった(Figure 7)。また、1 µM NBMPR を用い核酸ト
ランスポーターなどを阻害した (Figure 8) (32)ところ、1 µM NBMPR は PK-9 及び
MiaPaCa-2における[5-3H]Gemcitabine 取り込みをそれぞれ96.7 %及び96.3 %減少させ
た(p < 0.01)。 
 
膵癌細胞株における NBMPR の GEM 細胞増殖阻害効果への関与 
1 µM NBMPR 存在下における GEM による細胞増殖阻害効果を検討した。NBMPR
存在下における PK-9 の GEM に対する IC50 値は 940 nM と算出され、NBMPR 非存在
下での IC50 値 (120 nM)と比べ、7.8 倍高値となった (Table 7)。同様に、NBMPR 存在
下での MiaPaCa-2 の GEM に対する IC50 値は 1.04 × 104 nM と算出され、NBMPR 非
存在下での IC50 値 (1.48 × 103 nM) と比べて 7.0 倍高値となった (Table 7)。一方、
PK-9R では NBMPR 非存在下及び存在下においても IC50 値に差はなかった(Table 7)。 
 
siRNA による ENT1 ノックダウン膵癌細胞における GEM 細胞増殖阻害効果の検討 
 2 種類の ENT1-siRNA を処理した PK-9 及び MiaPaCa-2 における GEM の細胞毒性の




9)。PK-9 における[5,6-3H]Uridine 取り込みは ENT1-siRNA-1 及び-2 処理によってそれ
ぞれ 75.9 %, 72.6 %減少した。同様に MiaPaCa-2 における[5,6-3H]Uridine 取り込みは、
ENT1-siRNA-1 及び-2 処理によってそれぞれ 73.8 %, 68.2 %減少した。PK-9 及び
MiaPaCa-2 共に siRNA 及び遺伝子導入による off-target 効果は観察されなかった。従
って、ENT1-siRNA 導入細胞は ENT1 を介した輸送機能が低下していることが示唆さ
れた。また、Western blotting 法により、MiaPaCa-2 において ENT1-siRNA-1 及び-2 処
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理により ENT1 タンパク質発現量が低下していることを確認した (Figure 10)。 
GEM による細胞増殖阻害実験では、NBMPR 添加の場合と異なり、ENT1-siRNA 導
入によっても変化しなかった (Figure 11)。 
 
膵癌細胞株における[5-3H]Gemcitabine 取り込み濃度依存試験 
 [5-3H]Gemcitabine の PK-9 及び MiaPaCa-2 の取り込みにおける濃度依存性を検討し
た。PK-9 及び MiaPaCa-2 における[5-3H]Gemcitabine の取り込みは濃度依存性を示し
た。非線形最小二乗法 MULTI(30)によって解析した結果、PK-9 における Km 値は 1.07 
µM, Vmax は 31.7 pmol/mg protein, Kd 値は 3.09 pmol/mg protein であり、MiaPaCa-2 に
おける Km 値は 0.40 µM, Vmax は 3.82 pmol/mg protein, Kd 値は 0.65 pmol/mg protein
であった(Figure 12)。 
 
GEM 獲得耐性株における ENT1 発現量の検討 
 Figure 13 に示す如く PK-9 における ENT1 発現量は、1.40 fmol/µg protein であったの
に対し、PK-9Rでは 3.61 fmol/µg proteinと獲得耐性株において有意に高値であった(p < 
0.01)。 同様に、MiaPaCa-2 における ENT1 発現量は、44.6 fmol/µg protein であったの
に対し、MiaPaCa-2R では 94.3 fmol/µg protein と獲得耐性株において有意に高値であ






GEM 輸送解析から膵癌の GEM に対する獲得耐性機構を解明した。 
Figure 5 に示す様に、GEM 暴露 72 時間後の膵癌細胞内 GEM 濃度を比較すると、
PK-9 では濃度依存的に細胞内 GEM 濃度が上昇するのに対し、PK-9R では変化しなか
った。この結果から、PK-9R における GEM 獲得耐性機構に GEM 輸送機構の関与が
示唆された。そこで、PK-9R において GEM 蓄積量が減少した要因が GEM 取り込み
の減少か、GEM排泄輸送の亢進かを明らかにするために、GEM輸送特性を解析した。
PK-9 は飽和性輸送機構を介して時間依存的に GEM を細胞内に取り込むのに対し、
PK-9R では PK-9 のような GEM 取り込み及び飽和性輸送は認められなかった (Figure 
6A)。MiaPaCa-2 及び MiaPaCa-2R においても PK-9 及び PK-9R と同様の結果が得られ
た (Figure 6B)。以上の結果から、膵癌の GEM 獲得耐性機構として、GEM 取り込み
の著明な減少が大きく関与することが示唆された。 
 膵癌の GEM 獲得耐性機構に GEM 取り込み能の減少が関与することから、膵癌細
胞における GEM 取り込みの主要なトランスポーターの探索を行った。膵癌細胞株に
ける GEM 取り込みは Na+ 非存在下においても有意に減少しなかったことから、膵癌
細胞における GEM 取り込みには CNT のような Na+を駆動力とするトランスポーター
の関与は小さいことが示唆された。核酸トランスポーター等を阻害する NBMPR は膵
癌細胞株における GEM 取り込みを有意に減少させた (Figure 8)。更に NBMPR 存在下
において、GEM による細胞増殖阻害効果は減少した(Table 7)。以上の結果から、膵癌
細胞の GEM に対する獲得耐性は Na+非依存的 NBMPR 感受性トランスポーターによ
る GEM の細胞内への取り込みの低下が関与することが示唆された。 
 これまで、GEM の取り込みは 1 µM NBMPR で十分に抑制されること、GEM が ENT1
の基質であることが確認されたことから(7)、膵癌細胞における GEM 取り込みの主要
なトランスポーターは ENT1 であると考えられてきた。本研究においてもこれまでの






ENT1 が GEM を取り込み、それが GEM による細胞増殖阻害効果に関与するかを明ら
かにできると考えた。NBMPR では GEM による細胞増殖阻害効果が抑制されたのに
対し， ENT1-siRNA では GEM による細胞増殖阻害効果は抑制されなかった (Figure 
11)。もし ENT1 が GEM 取り込みの主要なトランスポーターであれば、耐性株におけ
る ENT1 発現量は著明に低下していると推測される。そこで ENT1 発現量を
LC-MS/MS 絶対定量法を用いて定量したところ、PK-9, MiaPaCa-2 どちらの細胞株も
親株に比べ耐性株で ENT1 の有意(p < 0.01)に高かった (Figure 13)。更に、本検討から
得られた PK-9, MiaPaCa-2 の GEM に対する Km 値 (PK-9: 1.07 µM, MiaPaCa-2: 0.40 
µM)はこれまでに報告されている ENT1 の GEM に対する Km 値 (160 – 230 µM)と比
べて少なくとも 200 倍以上 GEM に親和性である (Figure 12) (6, 7)。以上の結果から、























膵癌細胞の GEM 獲得耐性機構には、GEM 取り込み能の著明な減少が関与すること
が明らかになった。GEM 取り込みの主要なトランスポーターは、1 µM NBMPR で十






 本研究において第 1 章では自然耐性、第 2 章では獲得耐性に注目し検討を行った。








しかし、第 2 章の検討で GEM の細胞毒性に対し ENT1 の影響は小さいことが示され

















1. Matsuno, S., Egawa, S., Fukuyama, S., Motoi, F., Sunamura, M., Isaji, S., et al. 
Pancreatic Cancer Registry in Japan: 20 years of experience. Pancreas, 2004,28: 
219-230,  
2. Oettle, H. and Neuhaus, P. Adjuvant therapy in pancreatic cancer: a critical appraisal. 
Drugs, 2007,67: 2293-2310,  
3. Li, D., Xie, K., Wolff, R., and Abbruzzese, J. L. Pancreatic cancer. Lancet, 2004,363: 
1049-1057,  
4. Carmichael, J., Fink, U., Russell, R. C., Spittle, M. F., Harris, A. L., Spiessi, G., et al. 
Phase II study of gemcitabine in patients with advanced pancreatic cancer. Br J Cancer, 
1996,73: 101-105,  
5. Jordheim, L. P. and Dumontet, C. Review of recent studies on resistance to cytotoxic 
deoxynucleoside analogues. Biochim Biophys Acta, 2007,1776: 138-159,  
6. Garcia-Manteiga, J., Molina-Arcas, M., Casado, F. J., Mazo, A., and Pastor-Anglada, 
M. Nucleoside transporter profiles in human pancreatic cancer cells: role of hCNT1 in 
2',2'-difluorodeoxycytidine- induced cytotoxicity. Clin Cancer Res, 2003,9: 
5000-5008,  
7. Mackey, J. R., Yao, S. Y., Smith, K. M., Karpinski, E., Baldwin, S. A., Cass, C. E., et 
al. Gemcitabine transport in xenopus oocytes expressing recombinant plasma 
membrane mammalian nucleoside transporters. J Natl Cancer Inst, 1999,91: 
1876-1881,  
8. Ritzel, M. W., Ng, A. M., Yao, S. Y., Graham, K., Loewen, S. K., Smith, K. M., et al. 
Recent molecular advances in studies of the concentrative Na+-dependent nucleoside 
transporter (CNT) family: identification and characterization of novel human and 
mouse proteins (hCNT3 and mCNT3) broadly selective for purine and pyrimidine 
nucleosides (system cib). Mol Membr Biol, 2001,18: 65-72,  
32 
 
9. Mackey, J. R., Mani, R. S., Selner, M., Mowles, D., Young, J. D., Belt, J. A., et al. 
Functional nucleoside transporters are required for gemcitabine influx and 
manifestation of toxicity in cancer cell lines. Cancer Res, 1998,58: 4349-4357,  
10. Nakano, Y., Tanno, S., Koizumi, K., Nishikawa, T., Nakamura, K., Minoguchi, M., et 
al. Gemcitabine chemoresistance and molecular markers associated with gemcitabine 
transport and metabolism in human pancreatic cancer cells. Br J Cancer, 2007,96: 
457-463,  
11. Spratlin, J., Sangha, R., Glubrecht, D., Dabbagh, L., Young, J. D., Dumontet, C., et al. 
The absence of human equilibrative nucleoside transporter 1 is associated with 
reduced survival in patients with gemcitabine-treated pancreas adenocarcinoma. Clin 
Cancer Res, 2004,10: 6956-6961,  
12. Marechal, R., Mackey, J. R., Lai, R., Demetter, P., Peeters, M., Polus, M., et al. 
Human equilibrative nucleoside transporter 1 and human concentrative nucleoside 
transporter 3 predict survival after adjuvant gemcitabine therapy in resected pancreatic 
adenocarcinoma. Clin Cancer Res, 2009,15: 2913-2919,  
13. Giovannetti, E., Del Tacca, M., Mey, V., Funel, N., Nannizzi, S., Ricci, S., et al. 
Transcription analysis of human equilibrative nucleoside transporter-1 predicts 
survival in pancreas cancer patients treated with gemcitabine. Cancer Res, 2006,66: 
3928-3935,  
14. Heinemann, V., Hertel, L. W., Grindey, G. B., and Plunkett, W. Comparison of the 
cellular pharmacokinetics and toxicity of 2',2'-difluorodeoxycytidine and 
1-beta-D-arabinofuranosylcytosine. Cancer Res, 1988,48: 4024-4031,  
15. Sebastiani, V., Ricci, F., Rubio-Viqueira, B., Kulesza, P., Yeo, C. J., Hidalgo, M., et al. 
Immunohistochemical and genetic evaluation of deoxycytidine kinase in pancreatic 
cancer: relationship to molecular mechanisms of gemcitabine resistance and survival. 
Clin Cancer Res, 2006,12: 2492-2497,  
33 
 
16. Blackstock, A. W., Lightfoot, H., Case, L. D., Tepper, J. E., Mukherji, S. K., Mitchell, 
B. S., et al. Tumor uptake and elimination of 2',2'-difluoro-2'-deoxycytidine 
(gemcitabine) after deoxycytidine kinase gene transfer: correlation with in vivo tumor 
response. Clin Cancer Res, 2001,7: 3263-3268,  
17. Plunkett, W., Huang, P., Searcy, C. E., and Gandhi, V. Gemcitabine: preclinical 
pharmacology and mechanisms of action. Semin Oncol, 1996,23: 3-15,  
18. Nakahira, S., Nakamori, S., Tsujie, M., Takahashi, Y., Okami, J., Yoshioka, S., et al. 
Involvement of ribonucleotide reductase M1 subunit overexpression in gemcitabine 
resistance of human pancreatic cancer. Int J Cancer, 2007,120: 1355-1363,  
19. Lotfi, K., Mansson, E., Chandra, J., Wang, Y., Xu, D., Knaust, E., et al. 
Pharmacological basis for cladribine resistance in a human acute T lymphoblastic 
leukaemia cell line selected for resistance to etoposide. Br J Haematol, 2001,113: 
339-346,  
20. Eda, H., Ura, M., K, F. O., Tanaka, Y., Miwa, M., and Ishitsuka, H. The 
antiproliferative activity of DMDC is modulated by inhibition of cytidine deaminase. 
Cancer Res, 1998,58: 1165-1169,  
21. Gygi, S. P., Rochon, Y., Franza, B. R., and Aebersold, R. Correlation between protein 
and mRNA abundance in yeast. Mol Cell Biol, 1999,19: 1720-1730,  
22. Ideker, T., Thorsson, V., Ranish, J. A., Christmas, R., Buhler, J., Eng, J. K., et al. 
Integrated genomic and proteomic analyses of a systematically perturbed metabolic 
network. Science, 2001,292: 929-934,  
23. Chen, G., Gharib, T. G., Huang, C. C., Taylor, J. M., Misek, D. E., Kardia, S. L., et al. 
Discordant protein and mRNA expression in lung adenocarcinomas. Mol Cell 
Proteomics, 2002,1: 304-313,  
24. Fung-Kee-Fung, M., Oliver, T., Elit, L., Oza, A., Hirte, H. W., and Bryson, P. Optimal 
chemotherapy treatment for women with recurrent ovarian cancer. Curr Oncol, 
34 
 
2007,14: 195-208,  
25. Kobari, M., Hisano, H., Matsuno, S., Sato, T., Kan, M., and Tachibana, T. 
Establishment of six human pancreatic cancer cell lines and their sensitivities to 
anti-tumor drugs. Tohoku J Exp Med, 1986,150: 231-248,  
26. Kamiie, J., Ohtsuki, S., Iwase, R., Ohmine, K., Katsukura, Y., Yanai, K., et al. 
Quantitative atlas of membrane transporter proteins: development and application of a 
highly sensitive simultaneous LC/MS/MS method combined with novel in-silico 
peptide selection criteria. Pharm Res, 2008,25: 1469-1483,  
27. Reid, G., Wielinga, P., Zelcer, N., De Haas, M., Van Deemter, L., Wijnholds, J., et al. 
Characterization of the transport of nucleoside analog drugs by the human multidrug 
resistance proteins MRP4 and MRP5. Mol Pharmacol, 2003,63: 1094-1103,  
28. Goan, Y. G., Zhou, B., Hu, E., Mi, S., and Yen, Y. Overexpression of ribonucleotide 
reductase as a mechanism of resistance to 2,2-difluorodeoxycytidine in the human KB 
cancer cell line. Cancer Res, 1999,59: 4204-4207,  
29. Kazuno, H., Sakamoto, K., Fujioka, A., Fukushima, M., Matsuda, A., and Sasaki, T. 
Possible antitumor activity of 1-(3-C-ethynyl-beta-D-ribo-pentofuranosyl)cytosine 
(ECyd, TAS-106) against an established gemcitabine (dFdCyd)-resistant human 
pancreatic cancer cell line. Cancer Sci, 2005,96: 295-302,  
30. Yamaoka, K., Tanigawara, Y., Nakagawa, T., and Uno, T. A pharmacokinetic analysis 
program (multi) for microcomputer. J Pharmacobiodyn, 1981,4: 879-885,  
31. Gray, J. H., Owen, R. P., and Giacomini, K. M. The concentrative nucleoside 
transporter family, SLC28. Pflugers Arch, 2004,447: 728-734,  
32. Baldwin, S. A., Beal, P. R., Yao, S. Y., King, A. E., Cass, C. E., and Young, J. D. The 
equilibrative nucleoside transporter family, SLC29. Pflugers Arch, 2004,447: 
735-743,  
33. Ferrandina, G., Mey, V., Nannizzi, S., Ricciardi, S., Petrillo, M., Ferlini, C., et al. 
35 
 
Expression of nucleoside transporters, deoxycitidine kinase, ribonucleotide reductase 
regulatory subunits, and gemcitabine catabolic enzymes in primary ovarian cancer. 

















Figure 1. GEM の薬物動態の概略図 
ENT: equilibrative nucleoside transporter, CNT: concentrative nucleoside transporter, MRP: 
multidrug resistance-associated protein, dCK: deoxycytidine kinase, UMP-CMP kinase: 
uridine monophosphate-cytidine monophosphate kinase, 5-NT: 5’-nucleotidase, CDA: 
cytidine deaminase, dCMPDA: deoxycytidine monophosphate deaminase, RRM: 
ribonucleotide reductase, CTPS: cytidine triphosphate synthetase, dFdCMP: 
difluorodeoxycytidine monophosphate, dFdCDP: difluorideoxycytidine 5’-diphosphate, 
dFdCTP: difluorodeoxycytidine 5’-triphosphate, dFdU: difluorodeoxyuridine, dFdUMP: 
difluorodeoxyuridine monophosphate, dCyd: deoxycytidine, dCMP: deoxycytidine 
monophosphate, dCDO: deoxycytidine diphosphate, dCTP: deoxycytidine triphosphate, dUrd: 
deoxyuridine, dUMP: deoxyuridine monophosphate, CDP: cytidine diphosphate, CTP: 
cytidine triphosphate, UTP: uridine triphosphate 
 
Figure 2. 膵癌細胞株における膜タンパク質発現量と GEM に対する IC50 値との相関
ENT1 (A), CNT1 (B), CNT2 (C), MRP9 (D), FLIPT1 (E), TfR1 (F)ではその発現量と IC50
値は正の相関を示した(p < 0.05)。また、MRP8 (G)ではその発現量と IC50 値は負の相
関を示した(p < 0.05)。●: PK-9, ○: CFPac-1, ■: PK-1, □: SUIT-2, ◆: AsPc-1, ◇: 
Panc-1, ▲: PK-59 
 
Figure 3.ヒト膵癌における無再発生存期間と癌組織中の膜タンパク質発現量の分布 
ヒト膵癌手術症例で無再発生存期間 7.5 ヶ月未満の症例を A 群、7.5 ヶ月以上の症例
を B 群とし、各群における ENT1(A), MRP1 (B), MRP4 (C), Na+/K+ ATPase (D), ABCA2 





Figure 4. ヒト膵癌における無再発生存期間と癌組織中の GEM 関連代謝酵素発現量の
分布 
A,B 各群における dCK(A), UMP-CMP kinase (B), 5-NTШ (C), Purine-5-NT (D), CTPS1 
(E), CTPS2 (F)及び dCMPDA (G)の発現量を検討した。5-NTШ は A 群で平均発現量が
高い傾向を示し、その他の 6 分子では B 群で平均発現量が高い傾向を示したが、2
群間に有意差を認めなかった。 
 
Figure 5. 暴露 72 時間後の膵癌細胞内[5-3H]Gemcitabine 量 
PK-9 細胞では暴露濃度上昇に伴い細胞内[5-3H]Gemcitabine 量が増加するのに対し、獲
得耐性株である PK-9R 細胞では細胞内[5-3H]Gemcitabine 量に変化を認めなかった。 
 







Figure 7. 膵癌細胞株の GEM 取り込みにおける Na+依存性の検討 
PK-9 (A), MiaPaCa-2 (B) 細胞共に、control に比し Na+ free においても有意な GEM 取
り込みの減少は見られず Na+依存の影響は少ないと考えられた。 
 
Figure 8. 1 µM NBMPR による GEM 取り込み阻害効果の検討 
PK-9 (A), MiaPaCa-2 (B) 細胞共に、control に比し 1 µM NBMPR により有意に GEM 取





Figure 9.  [5,6-
3
H]Uridine 取り込み実験による ENT1-siRNA 効果の検討 





Figure 10. Western blotting 法による ENT1-siRNA 効果の検討 
MiaPaCa-2 において、ctr-siRNA 処理した細胞と比べて、ENT1-siRNA-1 及び-2 処理し
た細胞では ENT1 タンパク質発現量は明らかに低下している。 
 
Figure 11. 1 µM NBMPR 及び ENT1-siRNA による GEM の細胞毒性への影響 
PK-9 細胞において、1 µM NBMPR 存在下では IC50 値は 7.8 倍高値となったが、
ENT1-siRNA 導入細胞では IC50 値に変化はなかった (A)。MiaPaCa-2 細胞においても
1 µM NBMPR 存在下では IC50 値は 7.0 倍高値となったが、ENT1-siRNA 導入細胞では
変化が見られなかった (B)。 
 
Figure 12. PK-9 (A), MiaPaCa-2 (B)細胞の[5-3H]Gemcitabine 取り込みにおける濃度依存
試験 
MiaPaCa-2 細胞は 50 µM 付近より平衡状態となり[5-3H]Gemcitabine 取り込みは飽和す
るのに対し (B)、PK-9 細胞では飽和することなく[5-3H]Gemcitabine 取り込みが増加し
た (A)。PK-9 における GEM の Km は 1.07 µM, Vmax 31.7 pmol/mg protein, Kd 3.09 
pmol/mg protein であった(A)。MiaPaCa-2 においては、Km 0.40 µM, Vmax 3.82 pmol/mg 





Figure 13. PK-9, MiaPaCa-2 及びそれらの獲得耐性細胞における ENT1 タンパク質発現
量 




















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Vmax: 3.82 (pmol/mg protein)































Vmax: 31.7 (pmol/mg protein)































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































0.9921.6± 0.433.58± 0.202.32± 0.200.91± 0.291.19± 0.111.40± 0.10ENT1 24.7± 0.43 < 0.0001
0.652.59± 1.291.36± 0.211.36± 0.290.99± 0.411.11± 0.12ULQCNT1 1.60± 1.29 0.043
0.821.74± 0.03ULQ1.09± 0.081.26± 0.241.37± 0.141.27± 0.16FLIPT1 2.20± 0.03 0.007
0.580.98± 0.340.55± 0.120.50± 0.110.50± 0.080.51± 0.120.87± 0.28CNT2 0.89± 0.34 0.038
0.333.00± 1.102.50± 0.381.46± 0.882.25± 1.27ULQ0.29± 0.13ATA1 2.21± 1.10 NS
0.180.97± 0.190.71± 0.261.10± 0.020.75± 0.110.74± 0.260.89± 0.28OATP-D 0.97± 0.19 NS
0.41ULQ0.90± 0.100.70± 0.040.69± 0.040.82± 0.050.78± 0.02PGT 0.61± 0.39 NS
0.22ULQ1.30± 0.720.49± 0.120.52± 0.131.23± 0.311.37± 0.33OATP-B 0.47± 0.39 NS
0.391.04± 0.28ULQ0.70± 0.061.00± 0.140.93± 0.211.47± 0.14CNT3 4.50± 0.28 NS
0.242.66± 0.8010.3± 2.363.49± 0.371.13± 0.336.87± 1.123.65± 0.72OATP-E 20.4± 0.80 NS
0.140.67± 0.130.79± 0.400.55± 0.19ULQ0.72± 0.281.31± 0.17OCT3 0.67± 0.13 NS
0.24ULQ2.77± 0.15ULQ2.16± 0.030.82± 0.183.19± 0.22OCTN1 1.09± 0.13 NS
0.09ULQ0.69± 0.880.57± 0.14ULQ0.70± 0.131.42± 0.10OAT2 0.66± 0.13 NS
0.0648.7± 1.8996.9± 8.984.66± 0.168.83± 1.17224± 4.2452.3± 4.22GLUT1 32.1± 1.89 NS
0.070.40± 0.254.03± 0.300.52± 0.010.58± 0.320.36± 0.14ULQPEPT1 0.54± 0.25 NS
0.001.67± 0.152.29± 0.161.69± 0.271.32± 0.211.68± 0.171.53± 0.17SLC22A18 ULQ NS
0.400.89± 0.251.52± 0.330.41± 0.070.64± 0.271.09± 0.62ULQENT2 10.2± 0.25 NS
0.531.54± 0.002.34± 0.411.67± 0.07ULQ1.85± 0.161.78± 0.15OSTα 1.69± 0.00 NS
0.8214.5± 0.618.57± 1.152.07± 0.131.98± 0.254.52± 0.506.67± 0.56TfR1 22.1± 0.61 0.003
0.11ULQULQ2.09± 0.432.94± 0.080.55± 0.128.59± 0.46LAT1 1.41± 0.14 NS
0.3718.7± 1.947.34± 0.290.87± 0.153.04± 0.343.80± 0.585.74± 0.97MRP1 4.59± 1.94 NS
0.041.74± 0.190.68± 0.047.74± 2.050.69± 0.110.72± 0.040.92± 0.08MRP4 0.30± 0.19 NS
0.351.54± 0.175.84± 0.863.80± 0.571.34± 0.127.74± 1.272.02± 0.64γ-GTP 3.18± 0.17 NS
0.360.66± 0.020.99± 0.090.91± 0.040.91± 0.130.60± 0.040.58± 0.03MRP3 0.29± 0.02 NS
0.321.39± 0.052.20± 0.361.05± 0.111.35± 0.141.74± 0.372.06± 0.23LRP1 1.43± 0.05 NS
0.133.29± 0.472.95± 0.270.85± 0.170.68± 0.020.83± 0.210.86± 0.18MRP2 0.70± 0.47 NS
0.002.63± 0.331.63± 0.271.62± 0.331.24± 0.191.68± 0.073.50± 0.42MRP7 1.16± 0.33 NS
0.740.74± 0.190.91± 0.211.11± 0.291.06± 0.251.01± 0.060.90± 0.14MRP8 0.22± 0.19 0.013
0.070.64± 0.061.07± 0.100.76± 0.140.72± 0.09ULQ0.87± 0.08White 0.90± 0.06 NS
0.080.85± 0.160.49± 0.170.66± 0.331.08± 0.551.03± 0.560.50± 0.08MRP5 0.96± 0.16 NS
0.061.25± 0.430.84± 0.183.65± 2.350.77± 0.240.75± 0.150.55± 0.11MRP6 0.10± 0.43 NS
0.040.75± 0.090.36± 0.180.54± 0.071.40± 1.080.79± 0.070.75± 0.04MDR3 1.13± 0.09 NS
0.370.73± 0.090.83± 0.250.72± 0.170.71± 0.080.73± 0.200.79± 0.09ABCA12 0.59± 0.09 NS
0.096.49± 0.1231.8± 1.861.46± 0.101.74± 0.1060.2± 5.021.71± 0.18BCRP 2.37± 0.12 NS
0.963.05± 0.301.27± 0.321.21± 0.251.01± 0.280.65± 0.15ULQMRP9 ULQ 0.008
0.300.56± 0.110.24± 0.03ULQ0.18± 0.05ULQ0.20± 0.07ABC3 0.19± 0.08 NS
0.012.11± 0.220.62± 0.02ULQ1.93± 0.123.51± 0.06ULQABCG8 1.83± 0.16 NS
0.090.26± 0.130.84± 0.200.66± 0.050.52± 0.100.44± 0.051.30± 0.04dCK 1.82± 0.13 NS
0.251.08± 0.282.10± 0.390.58± 0.191.27± 1.082.27± 0.920.83± 0.32FcR 1.09± 0.28 NS
0.3730.7± 2.3143.1± 5.476.50± 0.4724.0± 2.6522.8± 0.9241.3± 3.03Na+/K+ ATPse 1.56± 2.31 NS
0.391.25± 0.133.20± 0.240.65± 0.090.62± 0.031.37± 0.142.94± 0.78INSR 4.39± 0.13 NS
0.0010.9± 0.334.08± 0.741.63± 0.115.08± 0.282.34± 0.1612.2± 0.61CTPS1 1.05± 0.33 NS
0.021.07± 0.242.40± 0.581.21± 0.081.55± 0.391.54± 0.224.40± 2.495NTⅢ 2.64± 0.24 NS
0.06ULQ1.85± 0.361.31± 0.111.03± 0.141.41± 0.37ULQLRP2 1.44± 0.05 NS
0.041.96± 0.112.37± 0.490.34± 0.064.73± 0.411.16± 0.113.67± 0.35RRM1 1.78± 0.11 NS
0.430.34± 0.060.23± 0.010.30± 0.060.30± 0.030.46± 0.060.50± 0.08RRM2 1.33± 0.06 NS
0.050.52± 0.275.54± 1.630.81± 0.230.54± 0.180.47± 0.110.75± 0.23CDA ULQ NS
0.410.80± 0.090.59± 0.061.35± 0.180.40± 0.100.58± 0.050.67± 0.11Ecto-5NT 2.22± 0.09 NS
0.004.92± 0.242.90± 0.201.50± 0.054.87± 0.093.01± 0.305.86± 0.57Purine-5NT 2.51± 0.24 NS
0.2310.5± 0.7230.9± 1.9111.3± 0.5113.2± 1.199.30± 0.4646.0± 1.00UMP-CMP kinase 4.79± 0.72 NS
0.051.42± 0.052.37± 0.191.73± 0.241.44± 0.041.53± 0.104.28± 0.20CTPS2 4.11± 0.05 NS


































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Table 7. 膵癌細胞株における1 μM NBMPR添加によるIC50値の変
化
*各IC50値は、平均値± S.E.M.、nM単位で表記。
Cell line
PK-9R
MiaPaCa-2
PK-9
1.04×104 ± 8.72×102
940± 79.7
2.79×105 ± 3.42×104
1.48×103 ± 60.3
120± 29.5
IC50 (nM)
+1μM NBMPRControl
2.05×105 ± 1.52×104
